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 入法により変異型chiA1(w433A,w433D,w433F,w433L,w433s,w433Y)を調製したところ、すべて
 の変異体が糖転移能を保持し、加水分解能が低下することがわかった。特にw433A-ChiA1を用い、
 Fig.1に示した反応を行なった場合、ユが収率93%で得られ、かつ、鉱の加水分解は完全に抑制され、
 不可逆的な糖転移反応が進行した。変異導入による酵素の改変では、触媒部位近傍に変異を導入する
 のが一般的であるが、酵素のドナー基質側に変異を導入することで、糖転移/加水分解活性の制御が可
 能になることが新たにわかった。
 第2節低加水分解型キチナーゼの利用
 糖鎖高分子は、天然の複合糖質のモデル物質として利用され、活発な研究が展開されているが、オ
 リゴ糖を導入した糖鎖高分子の合成は従来法では非常に困難であることから、新たな手法の開発が望
 まれている。そこで、第1節で調製した変異型ChiA1とβ一ガラクトシダーゼを用いるオリゴ糖含有マ
 クロモノマーの簡便な合成法を開発した。修飾の容易な単糖に重合基を化学的に導入した物質iを出
 発物質とし、2種類の酵素を用いる糖鎖伸長反応を利用し、オリゴ糖含有モノマー亟一2.を得た(Fig.2)。
 この反応においては、非還元末端側のGal残基が保護基の役割を果たし、GlcNAc残基が1残基ずつ
 伸長する。合成モノマーとμイソプロピルアク
 リルアミド(一)の共重合反応を検討したと町轟1曙駆羅騰,仰、_
謙欝欝横難鞠痴鞄
 ChiA1。rβ一galact。sidase
 報告されている糖含有ポリNIPAMの中で、もつChiA1-W433Y
 とも高い値を示した。本手法は、アクリルアミド、
 スチレンといった他のビニル系モノマーとの共
 重合反応にも広く適応可能な、オリゴ糖含有ポリ
 マーの簡便な調製法であり、より複雑な糖鎖を有
 する糖鎖高分子の合成が期待される。
 第3N.結合型コアオリゴ'のA
Fig.2
 macromonomers亟一2bycombineduseofChiAIand
 β一galactosidase.
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 脚暁。焼畔蝉
 Synthesisofoligosaccharide-cont丑ining
 小胞体でつくられるタンパク質の多くはN一結合型糖鎖による修飾を受けており、様々な生命現象に
 関与していることから、N一結合型糖鎖の人工合成は、
 生命現象の解明等において必要不可欠である。N一結合
 型糖鎖には多種の構造が存在するが、すべてにおいて
 コア3糖構造(Manβ(1-4)GlcNAcβ(1-4)GlcNAc)は保
 存されており、このコア構造の合成が鍵となっている。
 そこで本章ではManβ(1-4)GlcNAcのオキサゾリン誘
 導体10をドナー基質として、キチナーゼ触媒による
 N一結合型コアオリゴ3糖の合成を試みた。アクセプタ
 ー 基質にGlcNAc一β一〇一Me1Lを用い、反応追跡をHPLC
 により行なったところ、時間の経過とともに新たなピ
 ー クが生成した。分離精製後、1HNMR、MALDI-TOF
 ・継嚇・焼餅
40CH3∬
 一↓撫
 ・譲・激、晦・
盤
 Fig.3SynthesisofN-1inkedcoreoligosacch田'ide
 derivative蔓catalyzedbyChiAIt㎞'oughMan
 β1-4)GlcNAc-oxazoline1旦.
 一772一
き
1
…
 一ε昆一
 。s・皿2田一Glu明・9s・Iq・‡IU。{伽21P一、雌1乙(。VN。D)・。u脚s・。n18-q-1鋤賊1。VN。ID'。s・卑。BI2冒一σ!1召D[磐蜘]
 。藪抹皐斜懸4醤寡ぞ宙測曾週董(P躍酋コMレε〔r1〃9q困覆峯騨鶴形*口耳罫望
 つ田II当取…醍隼(PヨL～12し謁く7。以つ読響覆刻亙箪早薬馨醸9取母ユ‡od-ouO覆躍凶鍵塾磐9甲⊃11V円D
 しコ～準号謝謝1⑦珊黛墾・くr必兵士蓼藪ア⊃曜号購宰期'ア1Ω.宴セ璃⊃19皐。以。週垂揮馴号(o慰ε耳
 r144∠E:面昌勝NしΩ』～⊇9く(臣皐IV珂Dユ上し由膨羽置雪9,倉上L劉蝉烈震峯麹罰Ω一集ε影。以つ寡
 国母融講健嫁董隅(0士仔學早早慰二rl蓼4c喫ユ騒国事泣裂牽鶉ユコ～129丈(困妥IV珂〔)蘆笛藁螺つ
 溝膣曳マ羊。以つ講射覆IVF{つ距蓄遙犀鳥込L劉畢尋暴鶴形〉F叫0アコ裂Y黛雷壷窮雷鋤珊螺〉1目
 畢⊃四温濃濃扇寮(o肇翻し翠泣寡z鴇し@以9嫁身>下車峰母劇聾牽轟轟。尊像コ～峯ユqc⊃四四珊
 4r4[rl互鯛峯麺9q田母IV珂0曳;～菊彙墾/ぐn遜兵士孕星羅喫Ω.璃葺一4討円月司'星ど罪泣〕≦嬰宰
蠣
 一再田OZI」9暮e(o)`㎎田OZ。uOi郎sooべ18su閃OPE甑zuo‡uonbosqnso甲P四興s珂PgUI・餌
 」。耳BzIPu忍IVmJ・u・川PPe(q)`sべBpτ。1Blpo㎝。1uP甲1・z2x・謡ns四A壱」・sIso中砥s平・d一。uO㌻恥
 セ燭2(B)ls田B」80↓B田・』nPつ■dH9'3H,
 ロつ
 [u!田]e賜uol↓uale]cH。騨一NfHz。IOHつSMε
H  9～:OZ9レ0レ90
 「・辱闘一弊輪
耳
 に百"。翠伽 謡豫弊鞭噸㎝・∀!q・
 。9儲皐
  
 
』
A
バ
  
 
}Zτ
  
 
壱
 影藤4困郵(o・〉甥亙藪q田母扁垂迷麹曜号購*期(∂珊㌧Ω禦Ω一躍四型昇騰罫(り尋瑠qつ蜂'9母
 ユpd瓠。鮒璽…綿羽用量さ鞭19甲:曜呂馴珊曳つη髄1濠慰鵜臆し翠慨{鯛z。(9`ガ8H海
 U19勧⊃鳩ξ1善玉彰ユ.つ軽⊃1「置蝉τ藪禦ヨL敏準…浮雑塾聖業'者霧⊇'つ}鷹i裏ヨLD■dH畢≦町亙＼(占↓母車四ユ・¥
 日年覆(lo㎜ε1)を乙(OVNgID)9喫訟扇彊一6'葬〃∠ρ甲尊覧(洲9)IV珂〔)⊃.q賜。写1零つ昔奏4丁弘%1ε
 動・⊃得鶴q醜(9・0田噸劉翻響卿0ダ92ηつ偲鵬魍コ♪くr【蕪雑⑦(lo㎜
 99)百・VN。ID(セー1)卯D9文嘲r妥(1・㎜99セ`DHっS⑳購購困ミン絵図r縣膿〉砂⑦ユ繭鰯裂
 。螺つ麗醐母躍四聖号購縣諏駒牽峰(∂%4縣諺盟醤泣マ⊇9母⊃湖薦蛋ユ↓od-guO景
 劇画月月`4E:n互9甲コ吾一4壬・ギρ亙Ψ亙2♪・くrlム兵士4≧副詞1寧1Ω一集宰ユ⊇妾。以つ用百母皐
 四琳くrψ兵士4≧謝謝1(り鱗霜割聾9ア⊃1曄号賜宰期し9勲騨⊃坤瀞酸Ψし…昏際準位語形鍛県。螺。
 喫霊草》望6ロニ～顯図蝉藩縣・翻薫(0励箪弔γ!“暑×副禰多し澱議膣9アコ魍号右卑9啄ユ裂峯戴
 Ψ9隊マ驚き4薦膣(り聯黛裂くrl詔書士心し準じq9き⊃1剰四聖号薦尉藪曳(困母野黛鍵くr必吾ギ‡
 ～、、ヂ
 r四∀9q臣濠肩章i(Oi轟,
 。9禦ユ畢石拳(oユ99雌以つ蛋鱗母軍側畢雛ε(o驚劉二rl‡∠1コ面骨尉一Nα甲:1吾一墨壬
 ギ雌…腓・(ε・3耳盛)鵜拉%Zε鋤母方鱒恥t僻継⑦(翼1翻1つH-sI」工卿09)0●8Hdし日曝
 %0乙く斗耳∠1脚UOセ9π葛葺一6∫耳4∠'卿OZ所葛葺二一一篇男望つ建酎覆羽影要害。以
 G聡砺E解ね卿ユτr9四一〇一G一・VN。1D(セー1)創。VN。ID(セー1)du姻陰⊇ηつ蟹知甲⊃ISN
 論文審査結果の要旨
 糖鎖は、;自然界、生体内に様々な形で存在し、材料形成、生命現象等に深く関っ.ている
 ことから、合成化学による構造明確'な糖鎖供給が求められており、有機合成とバイオ技術
 を組み合わせ用いる化学一酵素合成法は、有用な手法の一つである。本論文は、糖質加水分
 解酵素ファミリー18キチナーゼの遷移状態アナログ基質である糖オキサゾリン誘導体を糖
 ドナー基質と.して、βαoi砺soi膨∫1αnsWL-12由来キチナーゼA1を触媒とする酵素的グリコ
 シル化反応を検討した成果を纏めたものであり、全編5章よりなる。
 第1章は序論であり、本研究の背景と目的を述べている。
 第2章、第1節では、糖加水分解酵素を用いる糖鎖合成において問題となる生成物の加
 水分解反応を抑制するため、キチナーゼA1の基質認識能に着目し低加水分解型キチナー
 ゼA1の調製を行なっている。なかでもトリプトファン433をアラニンに置換したキチナ
 マゼA1を用いることで、不可逆的な糖転移反応が進行することを明らかにした。変異導
 入による酵素の改変では・触媒部位近傍に変異を導入するのが一般的であるが・酵素のド1
 ナー基質側に変異を導入することで、糖転移/加水分解活性の制御が可能になることを明ら
 かにしているd第2節では調製した変異型キチナーゼA1を用いるオリゴ糖含有マクロモ
 ノマーの簡便な調製法を開発している。また、調製したマクロモノマ'一とビニル系モノマ
 ー との共重合反応を行なうことで、従来法では合成困難なオーリゴ糖含有ポリマーが簡便に
 得られることを示している。
 第3章では、さまざまな生命現象に関与しているN一結合型糖鎖のコアオリゴ3糖の合成
 を、キチナーゼA1を触媒とする糖転移反応を利用して行っている。キチナーゼA1が、本
 来の基質ではないマン!一ス骨格を有する糖オキサゾリン誘導体をドナー基質として認識
 することをはじめて見出し、コアオリゴ3糖合成へと応用している。
 第4章では、無保護糖を原料とし、脱水縮合剤による基質活性化と酵素反応をOne-pot
 で行う糖鎖合成反応の開発について述べている。アルカリ性の緩衝溶液中、無保護糖と水
 溶性力.ルボジイミド塩酸塩を低温で攪拌することで糖オキサゾリン誘導体が生成するこ'と
 を示した。さら'に、糖オキサゾリン誘導体を単離せずに、キチナ一世A1を添加すること
 で引き続く酵素反応が可能であることを明らかにしている。
 第5章は結論で.あり、上記各章を総括している。
 以上要するに本論文は、糖オキサゾリ,ン誘導体をードナー基質とし、キチナーゼA1.を触
 媒とす喬酵素的グルコシル化反応の開発、応用を行ったもので、糖鎖工学、・材料化学の発
 展に寄与するところが少なくない。
 よって、本論文は博士(工学)の学位論文として合格と認める。
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